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RESUMO 
 
Cerca de 2 bilhões de pessoas consomem algum tipo de bebida 
alcoólica e dentre esses 2 bilhões, as mulheres veem se 
destacando quanto ao seu padrão de consumo, tanto no volume 
como na frequência. Apesar das fortes evidências de diferenças 
sexuais no consumo de etanol, atualmente os modelos mais 
utilizados nos estudos pré-clínicos são do sexo masculino. Por 
isso, no presente estudo, nós propusemos um novo modelo 
genético para o estudo das bases biológicas do consumo de 
etanol, em fêmeas. Para isso, a) fêmeas das linhagens SHR e 
SLA16 foram submetidas a uma análise quanto à sensibilidade 
comportamental ao etanol, quando administradas via 
intraperitoneal, no teste triplo e perda do reflexo postural; b) 
avaliamos o consumo espontâneo de etanol e aferimos a 
pressão arterial das duas linhagens e c) verificamos se o 
consumo de etanol das fêmeas SHR e SLA16 seria modificado 
por um tratamento com anti-hipertensivo (losartana potássica). 
Os nossos resultados mostraram que: a) fêmeas SLA16 
apresentaram uma maior sensibilidade em resposta ao etanol 
nos índices experimentais de sensibilidade comportamental em 
comparação às SHR no teste triplo, apesar da ausência de 
diferença entre linhagens na perda do reflexo postural; b) as 
fêmeas SHR consomem mais etanol e apresentam pressão 
arterial mais elevada, que as fêmeas SLA16. Por fim, c) somente 
o consumo de etanol das fêmeas SHR reduziu perante o 
tratamento com anti-hipertensivo. Assim, concluímos que as 
ratas SHR são menos sensíveis aos efeitos locomotores do 
etanol quando comparadas as ratas SLA16. Além disso, as ratas 
SHR consomem um volume elevado de etanol e ao serem 
tratadas com losartana potássica o consumo é reduzido, 
indicando um possível papel do sistema renina angiotensina na 
modulação do consumo espontâneo de etanol. Levando-se em 
consideração esses aspectos, podemos apontar que as fêmeas 
da linhagem SHR são um ótimo modelo genético para estudos 
futuros das bases biológicas do consumo de etanol. 
 
Palavras-chave: Etanol. Consumo de Etanol. Fêmeas. SHR. 
SLA16. Pressão Arterial. 
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ABSTRACT 
 
Around 2 billion people consume some type of ethanol beverages 
and among these women have been standing out regarding their 
consumption pattern, both in volume and frequency. Although 
there is strong evidence of biological differences in ethanol 
consumption between male and female, the current pre-clinical 
animal models are mainly male. Thus, in the present study, we 
propose a new genetic model for the study of the biological basis 
of ethanol consumption in female rats. For that purpose, the 
following experiments were realized in female rats of SHR and 
SLA16 strains: a) behavioral sensibility to a systemic 
(intraperitoneal) injection of ethanol in the triple test and on the 
loss of postural reflex; b) spontaneous ethanol consumption and 
blood pressure measure; c) assessment of the modulation of 
spontaneous ethanol consumption by the treatment with an anti-
hypertensive drug (losartan potassium). Our results show that a) 
SLA16 strain presented higher sensibility than the SHR strain in 
the triple test, but no differences were seen in the loss of postural 
reflex; b) SHR rats drank more ethanol and have shown an 
elevated blood pressure when compare to SLA16 rats; and 
finally, c) the ethanol consumption of SHR rats was modified by 
the treatment with an anti-hypertensive drug. Therefore, we 
concluded that female rats from the SHR strain are less sensitive 
to the behavioral effects of ethanol than the SLA16 strain. 
Moreover, they also consume an elevated amount of ethanol and 
this pattern is reduced by the treatment with losartan potassium, 
indicating a role of the renin angiotensin system in the modulation 
of the spontaneous ethanol consumption. Considering these data, 
we suggested that female SHR rats are an excellent genetic 
model for future studies regarding the biological basis of ethanol 
consumption. 
 
 
Keywords: Ethanol. Ethanol consumption. Females. SHR. 
SLA16. Blood pressure.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
Aspectos do Etanol 
O álcool, também chamado de álcool etílico ou álcool 
comum, tem como nome oficial etanol (EtOH), de fórmula CH3—
CH2OH. É um composto orgânico obtido a partir da hidratação 
do etileno ou fermentação de açucares presentes em bebidas 
como aguardente, uísque, conhaque, vinho e cerveja, bem como 
na indústria, sendo utilizados como solventes (Feltre, 2008). O 
EtOH é o principal ingrediente das bebidas alcóolicas, cujo é 
considerado uma substância psicoativa depressora do sistema 
nervoso central (SNC) capaz de alterar o estado mental de uma 
pessoa, o que leva a ser um composto potencialmente 
responsável por transtornos do uso de álcool, “etilismo”, (PEANA 
et al., 2016).  
Normalmente o seu consumo se dá por via oral, uma vez 
ingerido, o etanol é absorvido em sua maior parte e 
principalmente na mucosa intestinal. Essa absorção pode variar 
de acordo com alguns fatores, como: alimentos presentes no 
estômago, que pode diminuir a velocidade de absorção, e o 
gênero do consumidor. Sua biodisponibilidade é de 100%. Após 
absorvido as moléculas de etanol se distribuem, na água total do 
corpo, e a partir da corrente sanguínea passam para todos os 
tecidos e fluídos corporais, de modo que as concentrações de 
etanol são semelhantes em todos os órgãos e no sangue 
(CEDERBAUM, 2013; PEANA et al., 2016).  
O fígado é responsável pela biotransformação das 
moléculas de EtOH por meio de duas enzimas, através de um 
processo de oxidação: a enzima álcool desidrogenase (ADH) que 
catalisa a conversão de EtOH a um composto tóxico e 
carcinogênico de curta duração, o acetaldeído (CH3CHO), 
juntamente com a redução de dinucleotídeo de nicotinamida e 
adenina (NAD+) para NADH. Em seguida, em uma segunda 
etapa, o acetaldeído é metabolizado pela enzima aldeído 
desidrogenase (ALDH) a um composto menos tóxico, a acetato 
(C2H3O2). Concomitantemente a isso ocorre a redução de NAD+ 
para NADH. O acetato, por sua vez, é metabolizado à água e a 
CO2 que é metabolizado no coração, no músculo esquelético e 
nas células cerebrais a partir de frações de acetato que 
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escaparam do fígado (CEDERBAUM, 2013; PEANA et al., 2016; 
WANNMACHER, 2007; ZAKHARI, 2006). Existem evidências da 
metabolização das moléculas de EtOH também no cérebro, no 
qual vários mecanismos enzimáticos estão envolvidos, como: 
ADH, catalase (CAT) e o citocromo P4502E1 (CYP2E1). Estas 
enzimas catalisam a oxidação do etanol, porém, suas 
contribuições ainda não são tão claras (HIPÓLITO et al., 2007). E 
por fim, a eliminação das moléculas de etanol e seus 
metabólitos, em sua maioria, é dada pela urina, e uma pequena 
parcela é eliminada por meio da respiração, salivação ou 
transpiração (NIH, 2007).  
 
Mecanismo de ação do Etanol 
Sabe-se da capacidade de interação da molécula de etanol 
com o SNC, assim os principais efeitos dela são no nível central. 
O etanol age como um depressor e interage com proteínas 
ligadas a membranas, canais de íons dependentes de ligantes e 
canais de cálcio dependentes de voltagem.  Isso resulta em 
alterações na atividade neuronal (DAVIES, 2003; NARAHASHI et 
al., 2001). 
Atualmente, existe uma maior compreensão da 
participação do sistema gabaérgico nos efeitos farmacológicos e 
comportamentais do etanol, uma vez que, o ácido gama-
aminobutoríco (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório do 
cérebro (ERDOZAIN; CALLADO, 2014). A molécula de etanol é 
capaz de potencializar a neurotransmissão do GABA, 
promovendo a facilitação da inibição GABAérgica, através da 
abertura dos canais de cloreto (Cl-) que estão acoplados aos 
receptores GABAA. Isso permite um maior influxo de íons cloreto 
desencadeando uma hiperpolarização da membrana (DAVIES, 
2003; KUMAR et al., 2009). Assim ocorre uma redução da 
excitabilidade neuronal, concomitantemente desencadeando 
inibição da ansiedade e decréscimo de tensão (AGUAYO et al., 
2002; ERDOZAIN; CALLADO, 2014).  
Em contraste, o ácido glutâmico (glutamato) é considerado 
o principal neurotransmissor excitatório do SNC, parecendo ser 
importante na memória e cognição. Além disso, ele também é 
descrito como participante ativo nos efeitos farmacológicos do 
EtOH. A ação aguda do etanol reduz a neurotransmissão 
glutamatérgica excitatória, através de um subtipo de receptores 
NMDA (N-metil D-Aspartato). Isso diminui o fluxo de cátions no 
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canal, resultando em uma inibição da potencialização, o que 
acarreta efeitos na aprendizagem e memória. Em contrapartida, 
a ação crônica do etanol leva a uma elevação dos receptores 
glutamatérgicos podendo causar convulsões. O mesmo efeito 
pode ocorrer na abstinência, quando o etilista não tem contato 
com o etanol, ou há uma redução brusca na ingesta. Os 
receptores de glutamato se encontram hiperexcitados, podendo 
ocasionar quadros de crises convulsivas (ERDOZAIN; 
CALLADO, 2014; GONZALES; JAWORSKI, 1997; TSAI; 
GASTFRIEND; JOSEPH T. COYLE, 1995). Tem sido 
demonstrado que o etanol pode atuar no sítio alostérico da 
glicina, inibindo o receptor NMDA. Do qual foi postulado que esse 
receptor está envolvido em processos de memória e 
aprendizagem e, no que se diz respeito, ao fenômeno da 
tolerância ao etanol (TSAI; GASTFRIEND; JOSEPH T. COYLE, 
1995).  
Existem evidências na literatura que o etanol modula o 
sistema serotoninérgico, bem como o sistema de recompensa, 
por exemplo, através do sistema dopaminérgico e opióidérgico 
(ERDOZAIN; CALLADO, 2014). Lembrando que o etanol é 
considerado uma droga dose-dependente por apresentar 
diferentes efeitos em diferentes doses. Assim, tornando evidente 
a vasta capacidade das moléculas de etanol de gerarem efeitos, 
tanto positivos (desinibição e euforia) como negativos (ansiedade 
e dependência), no consumidor de bebidas alcóolicas.  
 
 Consumo de Etanol 
Cerca de 2 bilhões de pessoas consomem algum tipo de 
bebida alcoólica. Estima-se que, mundialmente, indivíduos com 
15 anos de idade ou mais, consumiram em torno de 6,2 litros de 
EtOH puro em 2010. Sendo que no Brasil, o consumo total 
estimado foi equivalente a 8,7 litros, quantidade superior à média 
mundial (WHO, 2014). No Brasil, de acordo com o CEBRID 
(Centro Brasileiro de Informações sobre Drogas Psicotrópicas) 
em 2010, dentre as drogas disponíveis, o etanol foi a substância 
mais frequentemente consumida entre os universitários (72%) 
(SENAD, 2014). 
Em geral, os homens apresentam maior volume de 
consumo de etanol do que as mulheres (SAMHSA, 2014). De 
acordo com estudos realizados nos Estados Unidos da América 
pelo Instituto Nacional em Abuso de Álcool e Alcoolismo cerca de 
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5,8 milhões de mulheres e 10,8 milhões de homens sofrem pelo 
abuso de substâncias etílicas. Em um total de 16 milhões de 
adultos acometidos e cerca de 88 mil mortes anualmente devido 
ao EtOH (NIH, 2016; PRIDDY, B. M et al., 2016). No entanto, 
atualmente, o padrão de consumo de bebidas alcoólicas das 
mulheres vem ultrapassando o padrão de consumo dos homens, 
tanto no volume como na frequência (OPA, 2012; WILSNACK et 
al., 2009). De acordo com o 2º Levantamento Nacional de Álcool 
e Drogas (LENAD) em 2012, observou-se um crescimento 
significativo na frequência de consumo de etanol da população 
brasileira. O maior aumento foi entre as mulheres, que passaram 
de 27%, em 2006, para 38%, em 2012 (LARANJEIRA et al., 
2014). 
Diante dessa nova tendência um fato muito importante 
deve ser levado em consideração, há diferenças entre os sexos 
(WILSNACK et al., 2000). As mulheres diferem dos homens nos 
padrões de uso de drogas e parecem ser mais vulneráveis do 
que os homens aos efeitos do etanol (SIMPSON; KELLY, 2012). 
As diferenças biológicas, incluindo hormônios, podem contribuir 
para maiores riscos de danos relacionados ao etanol (NIH, 
2015). Elas apresentam diferenças tanto na farmacocinética 
como na farmacodinâmica do etanol (GRAZIANI; NENCINI; 
NISTICÒ, 2014). A porcentagem de água corporal das mulheres 
é menor, assim resultando em maiores concentrações de etanol 
no sangue (NIH, 2014). A compreensão de tais diferenças pode 
contribuir para o planejamento de estratégias de prevenção de 
problemas relacionados ao consumo de álcool a partir da 
consideração dessas peculiaridades do comportamento do beber 
de homens e de mulheres. 
 
O uso de ratos como modelos experimentais na pesquisa 
biomédica  
A pesquisa com modelos animais contribuiu de uma forma 
vital na compreensão de várias doenças, desenvolvimento de 
tratamentos, no aumento da longevidade e bem-estar do ser 
humano (FESTING; WILKINSON, 2007). A utilização de animais 
nas atividades de pesquisas científicas é algo que é realizado há 
mais de 150 anos, sendo o Rattus norvegicus (rato de 
laboratório) a primeira espécie de mamíferos domesticados 
utilizados na pesquisa biomédica (AITMAN et al., 2008; JACOB, 
1999). A utilização de ratos se dá devido a inúmeras 
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características que vem a contribuir para o sucesso da pesquisa, 
como: a fácil manipulação e alojamento dos animais, rápida 
reprodução, tamanho reduzido, por apresentar gestações 
rápidas, intervenções que não seriam possíveis em seres 
humanos e por possuírem, comparativamente, baixo custo de 
manutenção (AITMAN et al., 2008). Além disso, ratos são uma 
ferramenta útil e importante para estudos genéticos, pois 
permitem um refinamento das bases genéticas envolvidas e a 
capacidade de alicerçar um paralelo com os aspectos clínicos 
(KAS; VAN REE, 2004). Conforme descrito por TECOTT (2003), 
tanto outros animais como os humanos, compartilham de 
mecanismos fisiológicos e orgânicos semelhantes. Devido a essa 
capacidade translacional, o estudo comparativo de modelos 
genéticos tem a capacidade de estudar os mecanismos 
envolvidos de inúmeros transtornos, como, por exemplo, os 
transtornos de emocionalidade/ansiedade (CHIAVEGATTO et al., 
2009; DE MEDEIROS et al., 2013; IZÍDIO et al., 2005; 
VENDRUSCOLO et al., 2006). No caso do presente trabalho, a 
genética do consumo de etanol (BICE et al., 1998; CARR et al., 
1998; TERENINA-RIGALDIE et al., 2003; VENDRUSCOLO et al., 
2006), fato que já era discutido desde 1949, por WILLIAMS; 
BERRY; BEERSTECHER, onde os mesmos propuseram a 
existência de uma influência genética, no que se diz respeito, 
quanto ao consumo de etanol dos roedores.  
 
Linhagens criadas seletivamente  
Atualmente, para se estudar os efeitos do etanol é 
empregado o uso de alguns modelos de roedores. São modelos 
animais desenvolvidos através de seleção bidirecional. Da qual, 
consiste em uma seleção genética de dois extremos de uma 
dada característica, neste caso o consumo de etanol, por 
exemplo, alto e baixo consumo de etanol. Na pesquisa pré-
clínica a utilização dessa abordagem, tem contribuído bastante 
para a melhor compreensão dos mecanismos biológicos 
envolvidos no consumo de etanol. Considerando o exposto 
acima, fica evidente a relevância em se avaliar os modelos 
genéticos animais para diferentes patologias ou transtornos 
como, por exemplo, o consumo e dependência ao etanol. 
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As principais linhagens utilizadas estão relacionadas na tabela abaixo: 
 
Tabela 1 – Linhagens criadas por seleção bidirecional 
 
Linhagens Selecionadas Abreviação Origem 
Características 
Consumo de etanol 
Referências 
Alko Alcohol e Alko Non-
alcohol 
 
AA e ANA 
Wistar-
Sprague-
Dawley 
AA 
>5g/Kg/dia 
ANA 
<1g/ Kg/dia 
 
(RITZ et al., 
1986) 
 
 
Alcohol-preferring e 
Alcohol nonpreferring 
 
P e NP 
Wistar- 
Indiana 
P 
>5g/Kg/dia 
NP 
<1g/ Kg/dia 
(AALTO, 
1986) 
 
Congênicos para 
consumo de etanol 
 
 
iP e iNP 
 
P e NP 
 
- 
 
- 
 
(CARR et al., 
2006) 
High alcohol-drinking e 
Low alcohol-drinking 
 
HAD1 e 
LAD1, HAD2 
e LAD2 
 
N/NIH- 
Indiana 
HAD 
>5g/Kg/dia 
LOW 
≅  0,5g/Kg/dia 
(RODD-
HENRICKS et 
al., 2000) 
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Sardinian alcohol-
preferring e alcohol 
nonpreferring 
sP e sNP Wistar- Itália 
sP 
>5g/Kg/dia 
sNP 
<1g/ Kg/dia 
(AGABIO et 
al., 1998) 
 
Alcohol- preferring 
(University of Chile B) e 
Alcohol-nonpreferring 
(University of Chile A) 
 
UChB e 
UChA 
Wistar- Chile 
UChB 
>5g/Kg/dia 
UChA 
≅ 1g/ Kg/dia 
(QUINTANILL
A et al., 2006) 
 
Warsaw High Preferring e 
Warsaw Low Preferring 
 
WHP e WLP 
Wistar- 
Polônia 
WHP 
>5g/Kg/dia 
WLP 
≅ 0,4g/Kg/dia 
(DYR; 
KOSTOWSKI, 
2008) 
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Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a 
linhagem isogênica de ratos espontaneamente hipertensivos, 
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), que foi uma linhagem 
desenvolvida por Okamato e Aoki em 1963. Linhagem essa que 
é creditada por apresentar similaridade com a hipertensão 
essencial (primária) do homem (FAZAN, R; DA SILVA; 
SALGADO, H. C,  2001). Uma das probabilidades da elevação 
da pressão arterial de SHR adultos pode estar relacionada com o 
desbalanço do sistema renina-angiotensina. Mais precisamente, 
no aumento de Angiotensina II (Ang II) se ligando nos receptores 
AT1 que se encontram em vários tecidos (ROMERO; ORIAS; 
WEIR, 2015). Ressaltando que essa linhagem começa a 
desenvolver hipertensão arterial com 5 semanas de vida e entre 
a 7ª e a 15ª semanas apresentam níveis de pressão arterial 
consideradas como hipertensão arterial espontânea (YAMORI., 
1984 apud FAZAN, R; DA SILVA, SALGADO, H. C,  2001). Essa 
linhagem é utilizada como uma ferramenta experimental em 
estudos de transtornos de déficit de atenção e hiperatividade 
(TDAH) (SAGVOLDEN et al., 2005), memória e aprendizado 
(ANSELMI et al., 2016), ansiedade/emocionalidade (DE 
MEDEIROS et al., 2013; RAMOS et al., 1999) e para se estudar 
o consumo de etanol (CHIAVEGATTO et al., 2009; DA SILVA; 
RAMOS; TAKAHASHI, 2004; DA SILVA; VENDRUSCOLO; 
TAKAHASHI, 2005; IZÍDIO et al., 2011) e sensibilidade aos 
efeitos hipnóticos do etanol quando comparados ao Wistar-Kyoto 
(normotenso) (KHANNA et al., 1990).  
Outra linhagem utilizada nesse trabalho é a linhagem 
congênica SLA16. O rato SLA16 é derivado das linhagens 
isogênicas SHR e LEW (linhagens que apresentaram níveis 
contrastantes para uma dada característica, nesse caso, 
comportamentos relacionados à ansiedade). Para se identificar 
regiões genômicas, contrastantes, para esses comportamentos, 
as linhagens de ratos LEW e SHR foram submetidas a um 
estudo de QTL (quantitative trait loci) onde foi possível identificar 
um locus que fica localizado no cromossomo 4,  região foi 
denominada Anrrx16 (anxiety related response) (DE MEDEIROS 
et al., 2013; PEREIRA, 2010). A linhagem SLA16 carrega 
consigo então, a região genômica denominada Anxrr16 
proveniente dos ratos LEW, assim chamada de linhagem 
doadora. Através dessa estratégia experimental é possível que 
comparações sejam feitas entre SLA16 e SHR e todas as 
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diferenças fenotípicas encontradas possam ser atribuídas ao 
locus diferencial (ANSELMI, 2016).  
Em um estudo realizado por CARR et al., (1998), utilizando 
modelos animais para consumo de etanol, foi identificado um 
QTL no cromossomo 4 do rato, perto da região Anrrx16, que 
influencia o consumo de etanol. A partir dessas relações, 
inúmeros autores (BICE et al., 1998; CARR et al., 1998, 2006, 
2007; IZÍDIO et al., 2011; MEDEIROS; CORRÊA; CORVINO, 
2014; TERENINA-RIGALDIE; JONES; MORMÈDE, 2003; 
VENDRUSCOLO et al., 2006) vem salientando, através de 
pesquisas que o cromossomo 4 é de fundamental importância, 
no que se diz respeito ao comportamento de consumo de etanol, 
em ratos.  
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2. JUSTIFICATIVA  
 
Atualmente, existe uma alta incidência de mulheres 
envolvidas no consumo excessivo de bebidas alcoólicas 
(PRIDDY, B. M et al., 2016). As mulheres também são muito 
mais sensíveis aos efeitos deletérios do abuso de etanol, do que 
os homens (WILHELM et al., 2015), tendo maior suscetibilidade 
para êmese (KENNEDY et al, 2013 apud NIDA, 2015) e recaída 
(KIPPIN et al, 2005;  RUBONIS et al., 1994 apud NIDA, 2015) 
Estes fatores são tidos como partes da fase do ciclo de vício 
(NIDA, 2015). Assim, dentro da pesquisa do alcoolismo, torna-se 
imprescindível estudar os mecanismos genéticos, nas 
mulheres/fêmeas, a partir de diferentes estratégias 
experimentais.  
Na pesquisa não clínica, os modelos experimentais 
evidenciam que existe um alto consumo de etanol em ratas de 
laboratório (PRIDDY, B.M et al., 2016). Portanto, este trabalho 
inédito se desenvolveu em sua totalidade utilizando fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16. Elas foram submetidas a testes 
comportamentais para avaliar alguns fatores comportamentais e 
farmacológicos que podem estar envolvidos intimamente no 
controle do consumo de etanol.  
Isso posto, algumas hipóteses foram estabelecidas: 
1. As fêmeas da linhagem SLA16 seriam mais sensíveis 
aos efeitos agudos do EtOH, do que as SHR (Bloco experimental 
1). 
2. As fêmeas da linhagem SHR consomem mais EtOH do 
que as fêmeas da linhagem SLA16 (Bloco experimental 2). 
3. O tratamento com anti-hipertensivo causará redução do 
consumo de EtOH de ambas as linhagens (Bloco experimental 
3).   
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo geral 
Propor um novo modelo genético para o estudo das bases 
biológicas do consumo de EtOH, em fêmeas.  
 
3.2. Objetivos específicos 
Verificar a sensibilidade comportamental de fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16, quando administradas doses via 
intraperitoneal de EtOH (Bloco experimental 1).  
 
Avaliar o consumo espontâneo de etanol de fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16 (Bloco experimental 2). 
   
Aferir a pressão arterial de fêmeas das linhagens SHR e 
SLA16 (Bloco experimental 2). 
 
Verificar o consumo de etanol das fêmeas das linhagens 
SHR e SLA16 após um tratamento com anti-hipertensivo 
(losartana potássica) (Bloco experimental 3).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
Animais 
As colônias de ratos das linhagens isogênicas SHR e 
SLA16 foram provenientes do biotério do Laboratório de 
Genética do Comportamento (LGC), onde foram desmamados e 
separados por sexo com 28 dias de idade, sendo alojados em 
grupos de 5 a 6 animais por gaiolas de polipropileno (41 cm x 34 
cm x 16 cm de altura), respeitando a área mínima para cada 
animal preconizada na legislação vigente. As gaiolas foram 
forradas com maravalha esterilizada, todos os animais tinham 
acesso à água e comida ad libitum, e foram mantidos em um 
ciclo claro/escuro de 12:12h (com luzes acessas às 07:00h) e 
temperatura mantida a 22±2°C. Todos os procedimentos 
experimentais foram realizados entre as 13:00h e as 18:00h 
(salvo experimentos específicos que estarão descritos a seguir). 
Todos os procedimentos realizados estão de acordo com a 
legislação brasileira vigente (Lei nº11.794/2008) e foram 
previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 
Animal local (CEUA/UFSC, Protocolo N°PP00656) e (CEUA/ 
UFSC, Protocolo Nº 4181170516). Além disso, foi observado The 
Rat Grimace Scale (NC3Rs) para garantir o bem-estar animal.  
 
Drogas e Reagentes 
 
Para realização dos experimentos deste estudo foram 
utilizados alguns reagentes e drogas, além de água filtrada: 
Solução salina fisiológica (NaCl 0.9%),  Álcool Absoluto (MERCK, 
Alemanha), Álcool 95% (Labsynth, Diadema-SP; Brasil), 
losartana potássica (VALDEQUÍMICA, Índia, Lote: 
BLTP1204266), Creme de Avelã (Nutella®), anestésico 
Cetamin®- Cloridrato de Cetamina 10% (Rhobifarma Ind. 
Farmacêutica Ltda, Brasil, Lote: 018/15) e Xilazin®- Cloridrato de 
Xilazina 2% (Rhobifarma Ind. Farmacêutica Ltda, Brasil, Lote: 
001/15). 
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PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Experimento 1- Teste Triplo  
O Teste Triplo (TT) (Figura 1) foi proposto por Ramos e 
colaboradores (2008) como uma ferramenta experimental que 
permite o estudo da ansiedade/emocionalidade, os efeitos 
farmacológicos de substâncias ansiolíticas e ansiogênicas, bem 
como demonstrar diferenças genéticas frente as respostas 
emocionais (RAMOS et al., 2008; WEHRMEISTER et al., 2010). 
O TT é constituído de: 
Zona 1- Feito de madeira possuindo uma área de 100 cm2, 
dividido em 25 quadrados de 20 x 20 cm, sendo que 9 quadrados 
formam a área central (área aversiva) e 16 quadrados a área 
periférica (área não aversiva), as paredes dessa zona possuem 
40 cm de altura, sendo que em uma das paredes da zona 1 há 
uma abertura central de 10 cm de largura e 40 cm de altura que 
conecta a zona 1 à zona 2. 
Parâmetros analisados: Locomoção central e locomoção 
total (número total de quadrados atravessados).  
 
Zona 2- Feito de madeira, tendo formato de uma cruz, na 
qual apresenta um corredor de 50 cm de comprimento por 10 cm 
de largura, com paredes de 42 cm de altura (o corredor se 
conecta a abertura central da parede da zona 1), 
perpendicularmente a este corredor estão conectadas duas 
plataformas medindo 50 cm de comprimento por 10 cm de 
largura, com um anteparo de 0,5 cm de altura e 0,1 cm de 
espessura nas bordas com o objetivo de evitar quedas dos 
animais nesta parte do aparato, que é considerada a área 
aversiva, na união do corredor às plataformas forma-se uma 
plataforma central de 13,5 x 10 cm, que dá acesso a todo a zona 
2.  
Parâmetros analisados: Número de entradas nas áreas 
aversivas (EA), número de entradas no corredor (EC), tempo de 
permanência nas áreas aversivas (TPA).  
 
Zona 3- Feita de madeira e apresenta dois 
compartimentos: 
- Compartimento 1 (escuro) - medindo 27 x 18 x 27 cm, 
cujo chão dividido em 6 quadrados (9 x 9 cm) com uma 
iluminação de luz vermelha de (20 Lux). O compartimento 1 
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possui uma pequena abertura central de 7 x 7 cm, na qual a 
extremidade do corredor da (zona 2) se conecta, assim 
permitindo a entrada do animal na zona 3 do teste. 
- Compartimento 2 (claro), tido como, área aversiva - 
medindo 27 x 27 x 27 cm, cujo chão dividido em 9 quadrados (9 x 
9 cm) fortemente iluminado (750 Lux).  
Parâmetros analisados: Entradas no claro.  
Dessa forma as três zonas formam o Teste Triplo, todo o 
aparato se encontra elevado a 52 cm do chão.  
 
 
 
Figura 1: Teste triplo composto por suas três zonas (1, 2 e 3). Figura 
adaptada de Ramos (2008). 
 
a.1. Execução do Teste 
43 
 
Para a realização deste protocolo experimental foram 
necessárias 27 fêmeas da linhagem isogênica SHR e 25 fêmeas 
da linhagem congênica SLA16 que tinham entre 8 semanas de 
idade com peso em média de 145g onde as mesmas foram 
distribuídas conforme o tratamento a ser administrado (Quadro 
1). Para determinar quais seriam as doses a serem empregadas 
foi analisada a literatura e estudos prévios do laboratório, onde 
as doses escolhidas foram principalmente baseadas no trabalho 
de DA SILVA; VENDRUSCOLO; TAKAHASHI, 2005.  
 
Quadro 1: Número de fêmeas das duas linhagens utilizadas e seus 
respectivos tratamentos recebidos: 
 
 
 
 
Os animais receberam injeções pela via intraperitoneal (i.p) 
de uma solução a 14% de Etanol nas doses: salina (1mL a cada 
100g de peso do animal) ou 0,6g/Kg (0,55mL a cada 100g de 
peso do animal) ou 1,2g/Kg (1,09 mL a cada 100g de peso do 
animal), após 30 minutos da administração das doses as fêmeas 
eram posicionadas no centro da zona 1, e puderam explorar 
livremente o aparato por 15 minutos. Para o registro dos dados, 
haviam câmeras de vídeos posicionadas em cima de cada zona 
(circuito fechado de TV), assim facilitando a análise posterior. No 
final de cada sessão as zonas eram limpas com uma solução de 
álcool 10% com auxílio de papel toalha.  
 
Experimento 2- Perda do Reflexo Postural 
Para a realização deste protocolo foram necessárias 10 
ratas da linhagem isogênica SHR e 10 ratas da linhagem 
congênica SLA16, grupos independentes, que tinham 8 semanas 
de idade, com peso médio de 145g. Na parte da manhã, os 
animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p) de uma 
solução de etanol (20%, p/v) na dose de 3g/Kg (3,8mL a cada 
100g de peso do animal). Foi registrado o tempo decorrido entre 
Tratamento 
SH
R 
SLA
16 
Salina 9 7 
0,6g/Kg de 
EtOH 
9 9 
1,2g/Kg de 
EtOH 
9 9 
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a injeção e a perda do reflexo postural (latência). Após, as ratas 
foram posicionadas em decúbito dorsal em uma plataforma em U 
(Figura 2) e o tempo de recuperação deste reflexo foi 
contabilizado. A recuperação do reflexo foi estabelecida quando 
obteve-se 3 vezes de êxito no endireitamento postural em um  
minuto (ORNELAS et al., 2015). A latência para perda do reflexo 
e o tempo de recuperação postural refletem a sensibilidade do 
animal ao EtOH.  Contudo, três fêmeas SHR e quatro fêmeas 
SLA16 não obtiveram PRP. 
 
 
 
Figura 2: Ilustração de uma das fases do teste de perda do reflexo 
postural, onde as fêmeas se encontram com perda do reflexo na 
plataforma em U. 
 
b.1. Delineamento 
Grupos independentes de animais passaram por dois 
testes de sensibilidade comportamental. 
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Figura 3: Delineamento de execução do primeiro bloco 
experimental.  
 
SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Experimento 1- Consumo espontâneo de uma solução de 
etanol a 10% 
Os animais utilizados para este protocolo foram 10 ratas da 
linhagem isogênica SHR e 10 ratas da linhagem congênica 
SLA16, grupos independentes, que tinham 8 semanas de idade, 
com peso médio de 145g. As fêmeas ficaram alojadas 
individualmente, por 10 dias, em gaiolas plásticas com tampa 
metálica (21Ax28Cx19L cm), do o qual o chão era preenchido de 
maravalha. Todos os animais tinham movimentos livres, acesso 
ad libitum a ração e a duas garrafas de líquido. O protocolo de 
consumo foi baseado em SPANAGEL et al., 1995 com algumas 
adaptações, por 10 dias, ambas as linhagens tinham acesso a 
uma garrafa de 250mL de água filtrada e uma garrafa de 250mL 
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de solução de etanol a 10%. Ao decorrer do protocolo os 
parâmetros eram analisados: a) a cada dois dias as garrafas 
eram pesadas, sempre as 17h00min, e para evitar o efeito de 
posição, elas eram trocadas de lado; b) a cada quatro dias os 
animais eram pesados, e durante a pesagem, os mesmos 
ficavam sem acesso a qualquer tipo de líquido para consumo. A 
higienização das gaiolas era realizada durante essa etapa do 
protocolo. Os dados são descritos como consumo total (g/Kg) e g 
de etanol/dia/Kg do peso do corpo do animal.  
 
Experimento 2- Medidas da Pressão Arterial Sistólica pelo 
método não invasivo 
 
Teve-se como objetivo analisar a pressão arterial das duas 
linhagens para verificar se esta diferença de consumo estaria 
relacionada à pressão arterial. Para isso foram realizadas 
medições da Pressão Arterial Sistólica (PAS), pelo método de 
Pletismografia de cauda. 
    Para esse protocolo quatro fêmeas SHR e quatro 
fêmeas SLA16, grupos independentes, foram acondicionadas um 
dia antes na sala de teste para habituação. No dia do teste a sala 
foi mantida em 30ºC e na hora da aferição da PAS os animais 
foram aquecidos através de uma manta térmica, por 5 minutos 
para que houvesse a maior dilatação possível da artéria caudal 
possibilitando assim a detecção do pulso no sensor. Os animais 
foram colocados em um contensor de acrílico, com o objetivo de 
manter o animal calmo e limitar seus movimentos, e tiveram um 
manguito acoplado a uma bomba insufladora de ar em suas 
caudas (Eletro-Esfigmomanômetro, ADInstruments). Todas as 
fêmeas utilizadas para essa medição foram submetidas a três 
medidas de pressão para determinar a PAS média de cada 
animal e seus dados foram registrados em um sistema de 
aquisição de dados (Programa LabChart, versão 7.0) para 
registro do pulso correspondente ao fluxo sanguíneo, e da 
pressão necessária para se ocluir a artéria caudal (em mmHg) 
(CARIOLETTI, 2013; LEITOLIS, 2013). 
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Figura 4: Imagem representativa da técnica de aferição da pressão 
arterial dos animais pelo método de pletismografia de cauda. (A) 
Contensor de acrílico, (B) Manguito (tail cuff) juntamente com o 
transdutor de pressão e (C) Bomba insufladora de ar.  
 
Experimento 3- Medida direta da pressão arterial em ratos 
anestesiados- método invasivo 
 
 Após a aferição da pressão arterial pelo método taill-cuff, 
optamos por avaliar a PAS basal pelo método invasivo, assim 
tendo valores da pressão arterial dos animais pelos dois métodos 
mais utilizados na literatura, auxiliando para melhor entendimento 
e posterior discussão dos resultados.   
Para este protocolo foram necessárias seis fêmeas SHR e 
seis fêmeas SLA16, grupos independentes, para avaliar os 
seguintes parâmetros: pressão arterial sistólica (PAS), pressão 
arterial diastólica (PAD), pressão arterial média (PAM) em mmHg 
e frequência cardíaca (FC) em batimentos por minuto (bpm). As 
fêmeas foram anestesiadas através da associação de cetamina e 
xilazina (100 e 20 mg/kg, respectivamente), administrada por via 
intramuscular (i.m.) e suplementadas quando necessário com 30 
% da dose inicial também por via (i.m). Para evitar a formação de 
coágulos e possíveis obstruções das cânulas, foi injetado pela 
via intraperitoneal (i.p.), 3,75 UI de heparina sódica diluída em 
300 µl de PBS. Após todas essas precauções, seguiu-se para o 
isolamento da artéria carótida do nervo vago e tecidos proximais. 
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O fluxo sanguíneo foi interrompido da artéria carótida e em 
seguida efetuou-se uma ligadura na proximidade distal com 
auxílio de fios de sutura. Um catéter de polietileno heparinizado 
foi inserido na região medial da artéria e todo este aparato foi 
conectado a um transdutor de pressão que, por sua vez, estava 
acoplado a um sistema de aquisição digital de dados 
(PowerLab). Após, um período de estabilização de 20 minutos os 
valores basais dos parâmetros analisados foram mensurados e 
registrados pelo software LabChart versão 7.2 (todos da ADI 
Instruments, Austrália) (Figura 5).   
 
 
 
Figura 5: Imagem ilustrativa do método invasivo para aferição da 
pressão arterial dos animais.  
 
Delineamento 
As fêmeas foram submetidas por 10 dias ao protocolo de 
consumo espontâneo de EtOH. E grupos independentes de 
animais passaram por dois métodos de aferição da PAS.  
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Figura 6: Delineamento de execução do segundo bloco 
experimental. 
 
TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Experimento 1- Consumo espontâneo de uma solução de 
etanol 10% e tratamento com losartana potássica.  
Este protocolo foi realizado conforme descrito 
anteriormente, com algumas modificações. Foram utilizadas 20 
ratas da linhagem isogênica SHR e 20 ratas da linhagem 
congênica SLA16, grupos independentes, que tinham 8 semanas 
de idade, com peso médio de 145g. O protocolo de tratamento 
com losartana potássica e consumo de etanol, consistiu em: 9 
fêmeas SHR e 9 fêmeas SLA16 sendo tratadas com 15mg/Kg de 
losartana potássica, a dose empregada neste protocolo foi 
baseada em RODRIGUES et al. (2006), por 12 dias, portanto, 
dois dias antes do início do protocolo de consumo. Para facilitar a 
administração da medicação e mascarar seu sabor 
desagradável, a losartana era misturada em um creme de avelã 
(Nutella®), conforme descrito por (DIOGO et al., 2015). Os 
animais do grupo tratamento comeram toda a mistura de creme 
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de avelã + losartana. As outras 9 fêmeas SHR e SLA16 não 
receberam tratamento medicamentoso, apenas o creme de avelã 
(denominadas controle) (Figura 7) e os animais do grupo controle 
comeram todo o creme de avelã.  
 
 
 
Figura 7: Imagem representativa da esquematização dos 12 dias do 
protocolo de consumo espontâneo de EtOH a 10%.   
 
 
Experimento 2- Medidas da Pressão Arterial Sistólica pelo 
método não invasivo 
 
Com o objetivo de se confirmar se o tratamento com 
losartana potássica havia tido efeito hipotensor. As fêmeas que 
passaram pelo protocolo de consumo de etanol foram 
submetidas a aferição da Pressão Arterial Sistólica (PAS) na 
parte da manhã do 13º dia, através do método de Pletismografia 
de cauda, conforme descrito no protocolo anterior.    
Delineamento 
As fêmeas foram submetidas por 10 dias ao protocolo de 
consumo espontâneo de EtOH e tratadas com um anti-
hipertensivo por 12 dias. No dia 13 todas as fêmeas passaram 
pela aferição da pressão arterial 
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Figura 8: Delineamento de execução do terceiro bloco 
experimental. 
 
 
ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Os valores foram expressos como média ± erro padrão da 
média e o nível de significância aceito como indicativo de 
diferença significante foi de p≤0,05. Antes de iniciar as análises 
estatísticas todas as medidas obtidas nos protocolos foram 
testadas quanto à homogeneidade da variância e normalidade da 
distribuição. Quando não se observava a normalidade dos dados, 
as medidas eram transformadas em Log2 para a correta 
utilização da estatística paramétrica.  
No primeiro bloco experimental, no teste triplo, as 
diferenças estatísticas entre os grupos foram determinadas por 
análise de variância (ANOVA) de duas vias para os fatores 
(linhagem e tratamento). No teste de perda do reflexo postural foi 
aplicado o teste “t” de Student por envolver um único fator 
(linhagem).  
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No segundo bloco experimental, no teste de consumo 
espontâneo, as diferenças estatísticas do consumo diário foram 
determinadas por análise de variância (ANOVA) de uma via 
(linhagem) com medidas repetidas para o fator tempo logo para o 
consumo total, as diferenças foram determinadas pelo teste “t” de 
Student. No teste de aferição da PAS, pelo método não invasivo, 
as diferenças foram determinadas através da (ANOVA) de uma 
via (linhagem) com medidas repetidas para o fator tempo. Para o 
método invasivo foi aplicado o teste “t” de Student por envolver 
um único fator (linhagem).  
No terceiro bloco experimental, no teste de consumo 
espontâneo com tratamento (losartana potássica), as diferenças 
estatísticas no consumo diário foram determinadas por análise 
de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas para 
os fatores (linhagem e tratamento). Para o consumo total e para 
o teste de aferição da PAS pelo método não invasivo as 
diferenças foram determinadas através da (ANOVA) de duas vias 
para os fatores (linhagem e tratamento).  
Quando a ANOVA apresentou valor de p significativo 
(p≤0,05), o teste de comparação de médias post-hoc Duncan’s 
era aplicado.  
Todas as análises estatísticas foram utilizadas o software 
Statistica 7® e todos os gráficos apresentados na dissertação 
foram produzidos com a utilização do software GraphPad Prism 
5®.   
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Quadro 2: Experimentos desenvolvidos neste trabalho 
 
 
Experimento Aparato Tratamento Protocolo 
Número de fêmeas 
utilizadas 
1
º 
B
lo
c
o
 E
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l 
Experimento 
1 
Teste Triplo 
Solução de 
EtOH 14% 
(i.p) 
Doses: 
SAL ou 
0,6g/Kg ou 
1,2g/Kg 
(i.p) 30 min antes do 
teste 
Tempo do teste: 15 min 
para cada animal 
Salina: 
9 SHR e 7 SLA16 
Dose 0,6g/Kg: 
9 SHR e 9 SLA16 
Dose 1,2g/Kg: 
9 SHR e 9 SLA16 
 
Experimento 
2 
Perda do 
reflexo 
postural 
Solução de 
EtOH 20% 
(i.p) 
Dose: 3,0g/Kg 
(i.p) de uma dose de 
3,0g/Kg 
 
10 SHR 
10 SLA16 
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2
º 
B
lo
c
o
 E
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l 
Experimento 
1 
Consumo 
espontâneo 
Solução de 
EtOH 10% 
disponível 
para 
consumo 
10 dias de consumo 
de livre escolha: EtOH 
e H2O 
 
10 SHR 
10 SLA16 
Experimento 
2 
Taill- Cuff - 
3 medidas de pressão 
para determinar a PAS 
média basal de cada 
animal 
 
 
4 SHR 
4 SLA16 
Experimento 
3 
Método-
invasivo de 
aferição da 
P. A 
- 
Anestesia, isolamento 
da artéria carótida do 
nervo vago e 
tecidos proximais e 
após 20 minutos o 
valores basais dos 
parâmetros são 
analisados 
 
 
 
 
6 SHR 
6 SLA16 
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3
º 
B
lo
c
o
 E
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l 
Experimento 
1 
Consumo 
espontâneo 
Solução de 
EtOH 10% 
disponível 
para consumo 
12 dias com 
losartana 
potássica ou 
Veículo 
10 dias de consumo de 
livre escolha: EtOH e 
H2O 
 
Tratadas: 
9 SHR e SLA16 
 
Controle: 
9 SHR e SLA16 
Experimento 
2 
Taill-Cuff 
losartana 
potássica 
3 medidas de pressão 
para determinar a PAS 
média de cada animal 
Tratadas: 
9 SHR e SLA16 
 
Controle: 
9 SHR e SLA16 
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5. RESULTADOS 
 
Resultados da Primeira estratégia Experimental 
 
Objetivos específicos 
Verificar a sensibilidade comportamental de fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16, quando administradas doses agudas 
via intraperitoneal de EtOH. 
 
Experimento 1- Teste Triplo (TT) 
Os resultados do TT estão representados nas figuras 6 a 8.  
Zona 1 
Na medida de locomoção central (Figura 9a), se observou 
um efeito geral de linhagem, onde a SLA16 explorou mais o 
centro da zona 1 (F(1, 46)=9,7869; p=0,003), do que a SHR. 
Também foi observado um efeito de tratamento (F(2, 46)=3,1787; 
p=0,05), mostrando que o grupo 1,2g/Kg teve sua locomoção 
central maior que o grupo 0,6g/Kg (p=0,029). 
Na medida de locomoção total (Figura 9b), se observou um 
efeito geral de linhagem (F(1, 46)=4,4713; p=0,0399), onde a 
SLA16 teve maior número de cruzamentos quando comparada a 
SHR, o que vem ao encontro com os dados anteriores do 
laboratório. Quanto ao tratamento, houve um efeito significativo 
(F(2, 46)=8,5648;  p=0,0006). O teste post hoc de Duncan mostra 
que o grupo 1,2g/Kg teve maior locomoção total que todos os 
outros grupos (p<0,05), sugerindo que as fêmeas apresentam 
uma maior sensibilidade a maior dose de etanol que desencadeia 
um efeito ansiolítico/psicoestimulante.  
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Figura 9. Zona 1 do Teste triplo. (a) Locomoção central e (b) 
locomoção total de fêmeas das linhagens SHR e SLA16, (7-
9/linhagem/tratamento). Resultados expressos em média ± erro padrão 
da média. Foi realizada ANOVA de duas vias. Os quadros acima de 
cada gráfico apresentam os efeitos significativos e seus respectivos 
valores de p.  
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Zona 2 
No parâmetro entradas nas áreas aversivas da zona 2 
(Figura 10a), se observou um efeito geral de linhagem (F(1, 
46)=5,4423; p=0,024) e um efeito de tratamento (F(2, 
46)=6,2896; p=0,004), com a SLA16 explorando mais as áreas 
aversivas que as SHR. Quanto ao tratamento, o teste post hoc 
de Duncan mostra que o grupo 1,2g/Kg entrou mias vezes na 
área aversiva da zona 2 que os outros grupos (p<0,01), 
sugerindo que as fêmeas apresentam uma maior sensibilidade a 
maior dose desencadeando um efeito 
ansiolítico/psicoestimulante. Dado esse que vai ao encontro com 
os resultados da zona1.  
No parâmetro porcentagem de tempo de permanência 
(Figura 10b), se observou um efeito geral de linhagem (F(1, 
46)=14,511; p=0,0004), com SLA16 permanecendo mais tempo 
nas áreas aversivas da zona 2, que as SHR.  
No parâmetro de frequência de entradas no corredor 
(Figura 10c), se observou um efeito tratamento (F(2, 46)=12,322; 
e p=0,0001). O teste post hoc de Duncan mostra que o grupo 
1,2g/Kg entrou mais vezes no corredor do que os outros grupos 
(p<0,001), sugerindo um efeito locomotor da maior dose. 
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Figura 10. Zona 2 do Teste triplo. (a) Entradas nas áreas aversivas, (b) 
Tempo de permanência (%) e (c) Frequência de entradas no corredor 
de fêmeas das linhagens SHR e SLA16, (7-9/linhagem/tratamento). 
Resultados expressos em média ± erro padrão da média. Foi realizada 
a ANOVA de duas vias. Os quadros acima de cada gráfico apresentam 
os efeitos significativos e seus respectivos valores de p. 
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Zona 3 
No parâmetro de tempo nas áreas aversivas (Figura 11), 
se observou um efeito de linhagem (F(1, 46)=5,1704; p=0,028), 
onde a SLA16 passou mais tempo na área aversiva, do que a 
SHR. 
 
Figura 11. Zona 3 do Teste triplo. Tempo nas áreas aversivas de 
fêmeas das linhagens SHR e SLA16, (7-9/linhagem/tratamento). 
Resultados expressos em média ± erro padrão da média. Foi realizada 
a ANOVA de duas vias. Os quadros acima de cada gráfico apresentam 
os efeitos significativos e seus respectivos valores de p.  
 
 
Experimento 2- Teste de Perda do Reflexo Postural 
Os resultados do PRP estão descritos na figura 12. Em um 
n experimental de 10 animais por linhagem, três fêmeas SHR e 
quatro fêmeas SLA16 não obtiveram PRP. A estatística foi 
realizada com os animais que apresentaram perda do reflexo 
postural, sendo assim, para latência para perda do reflexo 
postural e tempo de recuperação não foram encontradas 
diferenças significantes entre as linhagens (figuras 12a e 12b). 
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Figura 12: Teste de Perda do reflexo postural com uma solução de 
EtOH a 20% na dose 3g/Kg.  (a) Latência para perda do reflexo postural 
e (b) tempo de recuperação do reflexo de fêmeas das linhagens SHR e 
SLA16 (10/linhagem). Resultados expressos em média ± erro padrão da 
média; Teste “t” Student foi realizado. 
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Resultados da Segunda estratégia Experimental 
 
Objetivos específicos 
Avaliar o consumo espontâneo de etanol de fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16. E aferir a pressão arterial de fêmeas 
das linhagens SHR e SLA16. 
 
 
Experimento 1- Consumo espontâneo de EtOH 10% 
 
Os resultados do consumo espontâneo estão 
representados na figura 13.  No consumo total de EtOH (g/Kg), 
se observou um efeito significante de linhagem (p=0,0002), onde 
SHR consumiu mais EtOH que a linhagem SLA16 (Figura 13a). E 
nenhuma diferença foi observada quanto ao consumo total de 
água em ambas as linhagens (Figura 13b), com o resultado indo 
ao encontro com os dados de consumo total de EtOH (g/Kg) 
(Figura 13a). Também foi observado diferenças significantes de 
medidas (F(4, 72)= 7,1348; p=0,0007). O teste post hoc de 
Duncan mostra que a linhagem SHR a medida 3 difere da 
medida 1 (p=0,0033) e 2 (p=0,018), a medida 4 difere da medida 
1 (p=0,003) e 2 (p=0,017) e a medida 5 difere da medida 1 
(p=0,005) e 2 (p=0,024) (Figura 13c).  
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Figura 13: Consumo espontâneo de uma solução de etanol a 10%. (a) 
Consumo total de etanol (g/Kg), (b) consumo total de água (mL) e (c) 
consumo total (g/Kg/dia), de fêmeas SHR e SLA16, (10/linhagem). 
Resultados expressos em média ± erro padrão da média; Diferenças 
significativas são representadas por *** (p<0,001) para efeito linhagem e 
&&& (p<0,001) para efeito medidas. Para as figuras (a) e (b) teste “t” 
Student e ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida de post 
hoc de Duncan foi realizada na figura (c).  
 
 
Experimento 2- Pressão Arterial (taill cuff)- Medida de 
resposta ao estresse de contenção 
 
Devido ao alto consumo de etanol pela linhagem SHR, 
conforme citado anteriormente, optamos por realizar a aferição 
da pressão arterial sistólica (PAS) basal de ambas as linhagens, 
por dois métodos, o não invasivo e o invasivo, para verificar se a 
diferença de consumo está relacionada a pressão arterial. Os 
dados da PAS basal, obtidas por pletismografia de cauda de 
ratas, estão representados na figura 14. Onde nenhuma 
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diferença significativa da média da PAS basal foi encontrada 
entre as linhagens. 
 
Figura 14: Aferição da PAS basal (mmHg) de fêmeas das linhagens 
SHR e SLA16, (4/linhagem). Resultados expressos em média ± erro 
padrão da média; ANOVA de uma via com medidas repetidas foi 
realizada. 
 
 
Experimento 3- Medidas invasivas da pressão arterial e 
Frequência Cardíaca 
 
Os resultados das medidas da aferição da PAM basal e 
frequência cardíaca estão representados na figura 15a e 15b, 
respectivamente. Com a execução desse método, se observou 
diferenças significativas na PAM basal entre as linhagens (p= 
0,012), onde as fêmeas SHR apresentam uma maior pressão 
arterial quando comparadas com as fêmeas SLA16 (Figura 15a). 
Concomitantemente a frequência cardíaca foi avaliada, mas não 
houve diferenças significativas entre as linhagens (Figura 15b).  
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Figura 15. Medida invasiva de aferição da pressão arterial. (a) Aferição 
da Pressão arterial média basal (mmHg) e (b) frequência cardíaca de 
fêmeas das linhagens SHR e SLA16, (6/linhagem). A região hachurada 
do gráfico (a) compreende em uma escala de 80 a 120mmHg, 
representando a PAM de indivíduos normotensos. Os valores estão 
representados como média ± erro padrão da média; * p=0,01 para efeito 
linhagem e teste “t” de Student foi realizado. 
 
 
Resultados da Terceira estratégia Experimental 
 
Objetivos específicos 
Verificar se o consumo de etanol das fêmeas das 
linhagens SHR e SLA16 é modificado por um tratamento com 
anti-hipertensivo (losartana potássica).  
 
Experimento 1- Consumo espontâneo de etanol em ratas 
tratadas com anti-hipertensivo 
Os resultados do consumo espontâneo estão 
representados na figura 16. O consumo diário não apresentou 
diferença na interação dos fatores analisados (F(4, 128)=2,0396; 
p=0,09) (Figura 16a). Mas em relação ao consumo total (g/Kg) foi 
verificado uma interação entre linhagem e tratamento (F(1, 
32)=3,9406;  p=0,055). O teste post hoc de Duncan mostra que 
as SHR controle diferem de SHR losartana (p=0,039), SLA16 
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controle diferem de SHR controle (p=0,0252) e uma tendência 
para SLA16 losartana diferindo de SHR controle (p=0,055) 
(Figura 16b). 
 
Figura 16. Consumo total de etanol diário (g/Kg/dia) (a) e consumo total 
(g/Kg) de etanol a 10% (b), para fêmeas SHR e SLA16, 
(10/linhagem/tratamento), no protocolo de consumo espontâneo de 
etanol a 10%. Os valores estão representados como média ± erro 
padrão da média. Diferenças significativas são representadas por # 
(p=0,05) para efeito linhagem e tratamento; ANOVA de duas vias de 
medidas repetidas seguida de post hoc de Duncan foram realizados.  
 
 
Experimento 2- Medidas da pressão arterial (taill cuff) 
Os dados da PAS, obtidas por pletismografia de cauda de 
ratas tratadas com losartana potássica após consumo de etanol, 
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estão representadas na figura 17. Se observou um efeito 
significante de tratamento (F(1,30)=37,523;  p=0,0001), onde 
ambas as linhagens, tratadas com anti-hipertensivo, 
apresentaram redução da pressão arterial. 
 
 
 
Figura 17. Aferição da PAS basal (mmHg) de fêmeas das linhagens 
SHR e SLA16 que passaram por um protocolo de tratamento com um 
anti-hipertensivo e, concomitantemente, consumo espontâneo de etanol 
a 10%, (10/linhagem/tratamento). Os valores estão representados como 
média ± erro padrão; diferenças significativas são representadas por 
@@@ (p<0,001) para efeito tratamento; ANOVA de duas vias foi 
realizada. 
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Quadro 3: Experimentos desenvolvidos neste trabalho com seus respectivos resultados 
 
 
Experimento Aparato Tratamento Resultados 
Número de fêmeas 
utilizadas 
 
1
º 
B
lo
c
o
 E
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l 
 
Experimento 
1 
Teste Triplo 
Solução de 
EtOH 14% (i.p) 
 
Doses: 
SAL ou 
0,6g/Kg ou 
1,2g/Kg 
Ambas as linhagens 
apresentaram maior 
sensibilidade à dose de 
1,2g/Kg 
(ansiolítico/psicoestimulante)
, sendo que a linhagem 
SLA16 explorou mais as 
áreas aversivas do teste 
Salina: 
9 SHR e 7 SLA16 
Dose 0,6g/Kg: 
9 SHR e 9 SLA16 
Dose 1,2g/Kg: 
9 SHR e 9 SLA16 
 
Experimento 
2 
Perda do 
reflexo 
postural 
Solução de EtOH 
20% (i.p) 
Dose: 3,0g/Kg 
Não houve diferença entre 
as linhagens SHR e SLA16 
10 SHR 
10 SLA16 
70 
 
2
º 
B
lo
c
o
 E
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l 
Experimento 
1 
Consumo 
espontâneo 
10% 
- 
Linhagem SHR consumiu 
mais EtOH que a SLA16 
10 SHR 
10 SLA16 
Experimento 
2 
Taill- Cuff - 
Não houve diferença de PAS 
entre as linhagens 
4 SHR 
4 SLA16 
Experimento 
3 
Método-
invasivo de 
aferição da 
P.A 
- 
A linhagem SLA16 possui 
menor PAS quando 
comparada com a linhagem 
SHR 
6 SHR 
6 SLA16 
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3
º 
B
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e
n
ta
l Experimento 
1 
Consumo 
espontâneo 
10% 
12 dias com 
losartana potássica 
ou Veículo 
Efeito Farmacogenético 
(linhagem e tratamento), 
onde a linhagem SHR 
apresenta diferenças entre 
controle e tratados. 
 
Tratadas:  
9 SHR e SLA16 
 
Controle: 
9 SHR e SLA16 
Experimento 
2 
Taill-Cuff losartana potássica 
Confirmação do efeito 
hipotensor do anti-
hipertensivo nas linhagens 
SLA16 e SHR 
 
Tratadas:  
9 SHR e SLA16 
 
Controle: 
9 SHR e SLA16 
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6. DISCUSSÃO  
Nosso trabalho propôs um novo modelo genético para o 
estudo das bases biológicas do consumo de EtOH, em fêmeas. 
Para isso, o estudo foi composto por três estratégias 
experimentais. Nelas testamos fêmeas das linhagens isogênicas 
SHR e SLA16 em: (I) dois testes de sensibilidade 
comportamental entre as linhagens; (II) um protocolo de 
consumo espontâneo de etanol e aferição da pressão arterial e 
(III) tratamento com anti-hipertensivo no protocolo de consumo 
espontâneo de etanol, seguido de aferição da pressão arterial. 
 
PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Teste triplo 
Com o intuito de melhor compreender o perfil 
comportamental dessas linhagens quanto aos efeitos do etanol. 
A nossa primeira hipótese experimental que as fêmeas da 
linhagem SLA16 seriam mais sensíveis às doses de etanol, nos 
testes de sensibilidade, quando comparadas às fêmeas SHR, foi 
parcialmente confirmada.  
Para avaliar a sensibilidade, ambas as linhagens foram 
submetidas ao teste triplo. Teste esse que foi proposto por 
Ramos e colaboradores (2008), ao demonstrar ser sensível aos 
efeitos farmacológicos das substâncias ansiolíticas, tais como 
midazolam e pentilenotetrazol (RAMOS et al., 2008), diazepam e 
alprazolam (FRASER et al., 2010) e ansiogênica como, 
clordiazepóxido (HUSSIN et al., 2012; RAMOS et al., 2008; 
WEHRMEISTER et al., 2010), bem como as diferenças genéticas 
nas respostas emocionais. Sendo capaz de fornecer, em uma 
única sessão, vários parâmetros relacionados à 
ansiedade/emocionalidade e à locomoção (DIAS, 2015; RAMOS 
et al., 2008; WEHRMEISTER et al., 2010).  
Ao passo que ao observarmos em um contexto geral, a 
linhagem SLA16 apresenta uma diferença basal de 
comportamento exploratório quando comparada à linhagem 
SHR. Este dado vai ao encontro e corrobora com os resultados 
de trabalhos anteriores do nosso laboratório, os quais sugerem 
que a linhagem SHR tem maior índice de 
ansiedade/emocionalidade quando comparada à linhagem 
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congênica SLA16 (ACUNÃ, 2015; DE MEDEIROS et al., 2014). E 
quando administrado etanol via (i.p) na dose 1,2g/Kg elas 
apresentam uma exploração ainda maior das áreas aversivas do 
aparato do que as SHR, demonstrando uma maior sensibilidade 
a esta dose.    
Como de conhecimento o teste triplo é composto por três 
zonas. A zona 2 deste aparato corresponde a quase um Labirinto 
em Cruz elevado (LCE). Do qual é possível se observar efeitos 
ansiolíticos, conforme descrito em outros trabalhos com o triplo 
(ACUNÃ, 2015; FRASER et al., 2010; RAMOS et al., 2008).  
O LCE foi validado fisiológica, comportamental e 
farmacologicamente com o intuito de avaliar os efeitos de 
substâncias ansiolíticas/ansiôgenicas (PELLOW et al., 1985). 
Atualmente o LCE é vastamente utilizado para compreender as 
bases biológicas da ansiedade/emocionalidade que estão 
relacionadas com subtipos de transtornos de ansiedade, 
aprendizado e memória, hormônios, adição e abstinência 
(BANNERMAN et al., 2004; COLE; LITTLE; LITTLETON, 1999; 
FILE; GONZALEZ; GALLANT, 1998; ZHANG et al., 2007).  
No parâmetro entrada nas áreas aversivas da zona 2 
(Figura 10a), as fêmeas SLA16 entraram mais vezes quando 
comparadas as fêmeas SHR, resultado esse que pode ser 
corroborado por (DE OLIVEIRA, 2008), onde fêmeas entram 
mais vezes nos braços abertos do LCE, do que os machos. 
Wistar machos tratados nas doses 1,2g/Kg- 1,4g/Kg também 
tiveram aumento no número de entradas nos braços abertos do 
LCE (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002). A porcentagem de 
permanência nas áreas aversivas da zona 2 vai ao encontro com 
o resultado de entradas desta zona, onde as fêmeas SLA16 
permaneceram mais nessa área. COLE et al., (1999), em um de 
seus estudos observou que quando tratados os animais nas 
doses 1,75g/Kg, o comportamento de avaliação de risco diminuía 
demonstrando o efeito ansiolítico do etanol. O mesmo perfil 
ansiolítico no LCE também foi observado em outros estudos 
(FERREIRA; TAKAHASHI; MORATO, 2000; PRUNELL et al., 
1994; VENDRUSCOLO et al., 2006). Estes efeitos foram 
observados na ausência de alterações significativas na atividade 
locomotora geral, representada por entradas nos braços 
fechados. Da mesma forma, Henniger e colaboradores, (2002) 
ao administrarem uma dose de 1,0g/Kg de etanol via (i.p) em 
fêmeas HAB e LAB, não observaram diferenças significantes 
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quanto a entradas nos braços fechados, não demonstrando 
indícios de uma estimulação motora. Uma análise de escores no 
LCE revelou que os animais tratados com doses de 1,25g/Kg, 
2,50g/Kg e 3,25g/Kg, sobre o efeito ansiolítico do etanol, 
apresentaram uma estimulação motora (número total de entrada 
em ambos os braços do aparato) (ACEVEDO et al., 2014). Isso 
pode ser observado neste estudo, em relação à entrada no 
corredor da zona 2, onde houve um aumento na atividade 
locomotora geral. Dessa forma ficando evidente que a dose 
1,2g/Kg estimulou as linhagens, fazendo com que os animais 
atravessassem mais o corredor, caracterizando-se um efeito 
psicoestimulante do etanol na dose de 1,2g/Kg. Resultado esse 
que pode ser visto na clínica, onde seres humanos são 
estimulados com doses de etanol e apresentam atividade 
psicomotora (CONROD et al., 2001).  
No geral, a sensibilidade da linhagem SLA16 pode ser 
corroborada em partes pelo estudo de (DA SILVA; 
VENDRUSCOLO; TAKAHASHI, 2005), onde ratos LEW sofreram 
maior efeito ansiolítico do etanol na dose 1,2g/Kg, mas SHR não 
foram afetados. O fato da linhagem LEW ser mais sensíveis ao 
efeito ansiolítico a esta dose, pode estar relacionado ao seu perfil 
contrastante para ansiedade/emocionalidade (RAMOS et al., 
1997, 1998, 2002; VENDRUSCOLO et al., 2003). Lembrando 
que o locus Anxrr16, presente na linhagem SLA16 é herdado dos 
animais LEW e os efeitos desse locus estão presentes em 
ambos os sexos (HAMEISTER et al., 2008). Logo isto pode 
sugerir o motivo da sensibilidade ao etanol muito significativa nas 
fêmeas SLA16. Do ponto de vista genético, os alelos LEW 
inclusos no background dos animais SHR, de alguma forma, 
potencializam a sensibilização das fêmeas SLA16, ocasionando 
um efeito estimulante, ao invés de um efeito puramente 
ansiolítico (efeito transgressivo/efeito contrário do esperado) 
(ANSELMI, 2016; IZÍDIO et al., 2011; MEDEIROS et al., 2014; 
PEREIRA, 2010). De maneira importante, foi demonstrado na 
literatura que para se ter um efeito ansiolítico nos animais foram 
necessárias soluções de etanol a 20% (COLE et al., 1999; 
BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002), ou a 21% (ACEVEDO et al., 
2014) Ao passo que no presente estudo foi utilizado uma solução 
de etanol a 14%. Isso sugere a não necessidade de 
concentrações muito elevadas do etanol para desencadear um 
efeito ansiolítico. Mais um ponto que corrobora a sensibilidade 
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significativa das fêmeas das linhagens SLA16 e confirma nossa 
hipótese.  
 
Perda do Reflexo Postural 
Referente à sensibilidade das fêmeas SHR e SLA16 sob 
os efeitos hipnóticos/sedativos do etanol, elas foram avaliadas no 
paradigma de perda do reflexo postural e pode-se observar que 
não existe nenhuma diferença significativa entre as linhagens 
nos parâmetros analisados. Existe uma diferença de 
sensibilidade inicial ao etanol entre linhagens de ratos e, 
também, entre machos e fêmeas (WEBB; BURNETT; WALKER, 
2002). Isso pode ser visto em estudos anteriores do laboratório, 
onde machos levaram mais tempo para voltar à postura normal 
do que as fêmeas (DE OLIVEIRA, 2008). Segundo Webb e 
colaboradores (2002), o tempo de recuperação dos animais está 
intimamente associado com a taxa de metabolização e à 
sensibilidade do cérebro ao etanol.  
Sabe-se, que na pesquisa clínica/em humanos, no que se 
diz a respeito da absorção e metabolização, as mulheres diferem 
dos homens, devido a diferenças hormonais, peso corporal e 
água corporal (FORSANDER, 1966; NIH, 2015). De Oliveira 
(2008), demonstrou que não houve diferenças significativas no 
tempo de recuperação do reflexo postural e na concentração de 
etanol no sangue de fêmeas SHR e LEW. Quando comparadas 
aos machos da mesma linhagem, elas apresentaram maior 
concentração de etanol. Sugerindo, assim, que as fêmeas são 
menos sensíveis aos efeitos psicotrópicos do etanol neste teste e 
não que elas metabolizam mais rápido esta substância, em 
relação aos machos.  
 
SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Consumo espontâneo de etanol a 10% 
Após observarmos uma maior sensibilidade aos efeitos do 
etanol nas fêmeas SLA16 e não nas SHR, nossa segunda 
hipótese era de que a linhagem SHR consumiria mais etanol que 
as SLA16, devido à pequena sensibilidade das fêmeas SHR. 
Para isso, ambas as linhagens passaram pelo protocolo de 
consumo de etanol e a nossa hipótese foi totalmente confirmada. 
Como pode ser visto nas (Figuras 13a e 13c), fêmeas SHR 
quando comparadas as SLA16 apresentaram um elevado 
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consumo de etanol. Resultados esses que podem ser fortemente 
corroborados pelo consumo total de água (Figura 13b), onde as 
linhagens não apresentam diferenças quanto ao consumo de 
água. Assim evidenciando que o etanol foi o líquido escolhido, 
pelas SHR, para ser o de maior consumo.   
Para melhor compreender as bases neurobiológicas do 
alcoolismo e identificar terapias farmacológicas eficazes, 
inúmeros estudos utilizam modelos de animais para o consumo 
excessivo de etanol. Animais esses que foram selecionados 
bidirecionalmente, resultando em linhagens para alto consumo 
de etanol versus linhagens para baixo consumo de etanol (BELL 
et al., 2012). As linhagens selecionadas são conhecidas como 
modelos de alcoolismo, por exemplo, em condições de acesso 
contínuo de uma solução de etanol a 10%, fêmeas da linhagem 
Sardinian- alcohol preferring (sP) consomem 6g de etanol/Kg/dia 
(LOI et al., 2014), e ratos da linhagem Alko alcohol (AA) 
consomem 7g de etanol/Kg/dia (SOMMER et al., 2006). Já os 
ratos da linhagem Alcohol-preferring (P) consomem 8g de 
etanol/Kg/dia (LI, T. K  et al, 1993), e ratos da linhagem High-
alcohol drinking (HAD) consomem 9,5g de etanol/Kg/dia 
(MURPHY et al., 2002). Os ratos da linhagem Alcohol- preferring 
(UChB) consomem em torno de 4-8g de etanol/Kg/dia 
(QUINTANILLA et al., 2006) e fêmeas da linhagem Warsaw high-
preferring (WHP) consomem 8,41g/Kg/dia (DYR; KOSTOWSKI, 
2008). Ao observarmos, em nosso estudo, as fêmeas SHR 
consomem de 12-18g de etanol/Kg diariamente, desta maneira 
ficando evidente que, diante dos modelos selecionados, as 
fêmeas SHR é a linhagem que mais consome etanol. Porém, 
fazendo um levantamento das linhagens selecionadas existentes, 
a maioria dos pesquisadores utiliza machos na pesquisa do 
comportamento perante o etanol, por mais que já se saiba que 
fêmeas consomem mais etanol. Diante deste alto consumo de 
etanol apresentado pelas ratas (DHAHER et al., 2012; PRIDDY, 
B.M et al., 2016), Loi et al., (2014) mostraram o interesse de 
estudar as fêmeas Sardinian- alcohol preferring (sP). Estas 
fêmeas quando colocadas em condições de acesso contínuo de 
uma solução a 10% por 45 dias consumia  em torno de 140g/Kg 
de etanol. Para efeito de comparação, em nosso estudo, as 
fêmeas SHR consumiram um total de 81g/Kg de etanol, 
ressaltando que o protocolo durou apenas 10 dias. Logo se o 
protocolo seguisse por mais 35 dias talvez o consumo 
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ultrapassasse o observado nas fêmeas sP. Isto pode ser 
corroborado ao analisarmos a (Figura 13c), onde nas medidas 
três, quatro e cinco das fêmeas SHR o consumo é sustentado, 
permanecendo em torno de 18g/Kg/dia. O que torna evidente o 
grande potencial das fêmeas SHR a ser, a partir dos dados 
revelados, uma linhagem para se estudar o consumo excessivo 
de etanol. Estes nossos dados vão também ao encontro do 
postulado por VENDRUSCOLO; IZÍDIO; TAKAHASHI, (2009). 
Estes pesquisadores sugeriram que a linhagem SHR pode ser 
um bom modelo de abuso de drogas, inclusive de etanol.  
É de conhecimento, que na população humana o consumo 
de substâncias etílicas é mais evidente em homens do que em 
mulheres. Ao contrário do que é visto na pesquisa pré-clínica, 
onde ratas consomem altos níveis de etanol quando comparadas 
com ratos (Para revisão PRIDDY, B.M et al., 2016). Estas 
diferenças podem estar relacionadas a mecanismos sociais, pois 
as mulheres ainda sofrem preconceito e são mal compreendidas 
na sociedade, em caso de uso recreativo de etanol. E, também, 
por mecanismos biológicos, pois mulheres são mais susceptíveis 
a desenvolver dependência alcoólica em conjunto com outros 
transtornos, como depressão ou síndrome do pânico (CISA, 
2016). Porém, essas diferenças de consumo, em seres 
humanos, vêm reduzindo, ao passo que mulheres estão, cada 
vez mais, consumindo etanol (KEYES; GRANT; HASIN, 2008).  
Spanagel et al., (1995) sugere que para indivíduos 
vulneráveis aos efeitos ansiolíticos do etanol, ele é tido como um 
fator motivacional favorecendo o seu consumo, assim 
formulando-se a hipótese de redução de tensão. Muitos estudos 
caminham com objetivo de tentar elucidar e comprovar a 
hipótese de uma correlação positiva entre “ansiedade” e o “ato 
de ingerir substâncias etílicas” (BLATT; TAKAHASHI, 1999; 
IZÍDIO; RAMOS, 2007; SPANAGEL et al., 1995). Isso poderia 
explicar de fato, o porquê da linhagem SHR “mais ansiosa” 
consumir mais etanol que a SLA16 “menos ansiosa”. Porém, esta 
possível correlação ainda é controversa, pois alguns estudos não 
evidenciaram uma correlação positiva (DA SILVA; RAMOS; 
TAKAHASHI, 2004; DA SILVA; VENDRUSCOLO; TAKAHASHI, 
2005; FERNÁNDEZ-TERUEL et al., 2002; VENDRUSCOLO et 
al., 2006). Henniger et al., (2002), em um dos seus estudos 
utilizou duas linhagens selecionadas para comportamentos 
relacionados à ansiedade. A HAB (High- anxiety behavior) e a 
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LAB (low- anxiety behavior), onde observou que a alta ingesta de 
etanol foi obtida pela linhagem que apresenta menores índices 
de comportamento relacionados à ansiedade, a LAB. O mesmo 
pode ser visto com as linhagens AA selecionadas para consumo 
de etanol, que não demonstraram uma correlação entre 
“ansiedade” e “ingesta de etanol” (MÖLLER et al., 1997). 
Entretanto, Colombo e colaboradores (1995) observaram uma 
correlação positiva com as linhagens italianas sP. Sendo que na 
clínica essa correlação é pouco vista, devido à variabilidade 
genética entre os indivíduos, diferença de sexos bem como seus 
diferentes padrões de comportamentos (CLONINGER, 1987). 
Assim deixando evidente que ainda a correlação é controversa 
tanto em humanos, como em roedores, dificultando a 
identificação de possíveis fatores ambientais e biológicos.  
Em animais, alguns estudos apontam que o sabor é um 
fator culminante no desenvolvimento de padrões de consumo 
(GOODWIN; BERGERON; AMIT, 2000) e para o consumo de 
etanol, sugere-se a existência de uma similaridade com o padrão 
de consumo de bebidas doces, que não apresentam efeitos 
farmacológicos. O mesmo pode ser visto com a população 
humana, cujos padrões de consumo e preferência por bebidas 
etílicas, diferem entre os apreciadores. Para investigar essa 
relação e tentar descobrir se fatores genéticos estariam ligados à 
preferência de sabores específicos, testes de preferência foram 
realizados com linhagens, que foram criadas seletivamente para 
o alto e baixo consumo de etanol, como no caso das linhagens P 
e NP, AA e ANA, respectivamente. Ratos P e AA consumiram 
mais a solução de sacarina quando comparadas aos animais NP 
e ANA (SINCLAIR et al., 1992; STEWART et al., 1994), 
sugerindo uma possível relação genética, entre respostas 
hedônicas do sabor doce e a uma predisposição quanto ao 
consumo de etanol (KAMPOV-POLEVOY et al., 2004). Porém, 
outros estudos mostraram que existem essa preferência por 
soluções doces em linhagens, de ratos e camundongos, 
heterogêneas (Para revisão ver GOODWIN; BERGERON; AMIT, 
2000; KAMPOV-POLEVOY et al., 1999). Entretanto, estudos 
anteriores do laboratório, realizados com linhagens isogênicas 
LEW e SHR não apresentaram diferenças significativas quanto 
ao consumo de sacarina ou quinino. Outro ponto importante, no 
que se refere ao desenvolvimento da linhagem congênica 
SLA16, testes de consumo de sacarina foram realizados, onde 
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N3F2 homozigotos LEW e N3F2 homozigotos SHR, de ambos os 
sexos, não apresentaram diferenças no consumo (PEREIRA, 
2010). Isso reforça a hipótese de que o altíssimo consumo de 
etanol pelas fêmeas SHR, seja realmente devido aos efeitos 
farmacológicos desta substância.  
Sabe-se que a SHR é uma linhagem isogênica de ratos, 
que desenvolvem hipertensão arterial sistêmica de forma 
espontânea (G.BIANCHI; IMBASCIATI, 1974; FAZAN, R; DA 
SILVA; SALGADO, H. C,  2001). Experimentalmente, observou-
se que machos SHR, quando colocados no paradigma de 
consumo de etanol, apresentaram uma redução significativa da 
pressão arterial. Sugerindo assim, que o etanol possuir efeito 
anti-hipertensivo em diferentes concentrações (SANDERSON et 
al., 1983; VASDEV et al., 1999). Do mesmo modo, sugere-se que 
em baixas doses de etanol em humanos, 1 a 2 “drinks”, pode 
haver a redução da pressão arterial (BEILIN, 1995). Uma 
possível explicação para essa diferença de consumo pudesse 
ser devido a uma diferença de pressão arterial entre as 
linhagens. Machos SLA16 apresentam uma PAS menor que SHR 
quando aferidas pelo método taill-cuff, com quatro meses de 
idade (CORRÊA, 2015). Que também pode ser visto com 
machos de seis meses (Fadanni, artigo em preparação). Diante 
dos resultados do consumo e com base nestes estudos prévios 
do nosso laboratório, resolvemos aferir a pressão arterial de 
ambas às linhagens. Para isso, grupos independentes, de 
fêmeas SLA16 e SHR passaram pelo método taill-cuff. O método 
é conhecido por não ser invasivo e não necessitar de métodos 
cirúrgicos (KURTZ, et al., 2005). Iniciou-se a verificação da PAS 
(Figura 14) com fêmeas de oito semanas, hipertensão no início 
da idade adulta (DOGGRELL; BROWN, 1998), e que por 6 
semanas de aferição ambas as linhagens não apresentaram 
diferenças de PAS.  
Uma das maiores desvantagens desse método é o 
estresse que é ocasionado pela insuflação do manguito, o 
acondicionamento dos animais em um contensor e o próprio 
aquecimento da cauda para maior dilatação da veia caudal. 
Todos esses fatores estressantes podem levar a agitação dos 
animais culminando em falsos ritmos cardíacos, assim elevando 
a pressão arterial (ZHAO et al., 2011). Ressaltando que o SHR é 
conhecido também, perante a comunidade científica, pela sua 
hiperresponsividade ao estresse (VAN DEN BUUSE, 1994). 
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Kubota et al., (2006), comparou a pressão arterial de machos 
SHR que passaram pelo método taill-cuff com aquecimento de 
cauda e sem aquecimento e verificou que os animais que 
passaram pelo aquecimento tiveram um aumento significativo da 
PAS. Logo a não existência de diferença entre as linhagens pode 
estar relacionada ao estresse natural que o protocolo gera nos 
animais. Diante dos resultados e desvantagens do método taill-
cuff, realizou-se novamente a aferição da pressão arterial, só que 
desta vez, pelo método invasivo (Figura 15). Este método revelou 
uma diferença entre as linhagens, a PAS das SHR é maior que 
as SLA16. Vatner, (1978) enfatizou que anestésicos 
habitualmente utilizados, nas aferições invasivas, afetam o 
sistema circulatório e que é possível observar diferenças em 
animais anestesiados em relação aos animas conscientes. De 
modo que os anestésicos afetam o coração, a circulação e os 
vasos sanguíneos, resultando em níveis de pressão mais baixas 
(ZHAO et al., 2011). Porém, foi possível observar neste estudo 
que a frequência cardíaca basal das fêmeas SHR e SLA16 se 
mantiveram iguais durante o protocolo e com um valor aceitável 
como normal para fêmeas quando comparadas às fêmeas 
normotensas (Azar et al., 2011). Os resultados mostram não 
haver diferenças de FC entre as linhagens, sugerindo que a 
anestesia não afetou a PAM basal destas nossas linhagens. 
Assim, defronte aos resultados da pressão arterial formulou-se a 
nossa terceira hipótese.  
 
TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL 
 
Consumo espontâneo de etanol a 10% de animais tratados 
com losartana potássica.  
Haja vista as diferenças de pressão arterial, entre as 
fêmeas, apresentadas no segundo bloco experimental, 
formulamos nossa terceira hipótese. Ao tratarmos as fêmeas 
SHR e SLA16 com um anti-hipertensivo (losartana potássica) o 
consumo espontâneo de etanol, de ambas as linhagens, iria ser 
reduzido. Como pode ser visto na (figura 16a), quando tratadas, 
as fêmeas de ambas as linhagens apresentaram redução da 
pressão arterial, assim evidenciando a efetividade do tratamento, 
mas somente as fêmeas SHR apresentaram uma redução 
evidente no consumo de etanol (Figura 16b).    
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A hipertensão arterial é uma doença que afeta globalmente 
a população. Dados da Organização Mundial da Saúde, 
evidenciaram um aumento na prevalência de hipertensão, de 600 
milhões nos anos 80 para 1 bilhão no ano de 2008 (WHO, 2013). 
Alguns autores observaram uma notável consistência, em 
inúmeros estudos populacionais, envolvendo diversos países, 
para uma relação entre o consumo excessivo de bebidas 
alcoólicas, níveis de pressão arterial e a prevalência de 
hipertensão arterial (ABRAHAM et al., 1995; BRIASOULIS; 
AGARWAL; MESSERLI, 2012; HUSAIN; ANSARI; FERDER, 
2014; BEILIN, L. J; PUDDEY, I. B. 1993). Logo o consumo 
regular de qualquer substância etílica é considerado como um 
forte contribuinte para prevalência de aumento nos níveis de 
pressão arterial, mas ainda nenhum mecanismo fisiológico 
plausível, explicando este fenômeno, foi definido. Diante dos 
resultados aqui apresentados e tendo em vista que a linhagem 
SHR é uma linhagem desenvolvida para mimetizar a hipertensão 
essencial de humanos, sugere-se que indivíduos hipertensos 
ingerem mais substâncias etílicas do que indivíduos 
normotensos. Isso pode ser corroborado por Mathews (1979), o 
qual sugeriu três possíveis explicações para a associação entre 
álcool e hipertensão. A primeira possibilidade lógica era que o 
consumo de álcool poderia ser uma das causas de 
desenvolvimento de hipertensão. Sua segunda explicação era de 
que algumas das causas da hipertensão predisporiam o 
consumo de álcool. E por fim, a terceira explicação era que a 
própria hipertensão predisporia o consumo. Diante das possíveis 
explicações, podemos sugerir que as fêmeas SHR se enquadram 
na segunda e terceira explicações.  
Uma das possíveis explicações do envolvimento da 
pressão arterial com o consumo de etanol, pode se dar devido ao 
sistema renina-angiotensina (SRA), onde é conhecido por regular 
a pressão arterial, homeostase eletrolítica renal e está envolvida 
em reparos vasculares. Através de uma via clássica, a renina 
circulante cliva o angiotensinogênio, globulina plasmática 
produzida no fígado, em angiotensina I (Ang I), convertida em 
angiotensina II (Ang II) através da enzima conversora da 
angiotensina (ECA) presentes nos vasos, e a Ang II pode atuar 
em receptores para angiotensina do tipo I e II (AT1 e AT2) 
(FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008). A Ang II ainda é considerada 
o principal mediador do sistema, do qual a elevação dos seus 
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níveis está associada com o aumento de vasoconstrição e 
elevação da pressão arterial por meio de sua ligação nos 
receptores AT1 presentes em vários tecidos. A Ang II é 
sintetizada também, independente das fontes periféricas, no 
cérebro, uma vez que ela é incapaz de atravessar a barreira 
hematoencefálica (BHE) (VON BOHLEN & HALBACH; 
ALBRECHT, 2006).  
Para tentarmos elucidar essa possível relação, utilizamos 
uma abordagem farmacológica com um anti-hipertensivo. 
Escolhemos a losartana potássica, conhecida por ser um 
fármaco antagonista que possui maior seletividade para os 
receptores AT1 do que para os receptores AT2, bloqueando os 
efeitos da Ang II, assim culminando em uma redução da pressão 
arterial no nível periférico (JOHNSTON, 1995), bem como no 
nível central (LI; BAINS; FERGUSON, 1993). Ao tratar as fêmeas 
não só observamos uma redução de pressão de ambas as 
linhagens, mas níveis de consumo de etanol também foram 
reduzidos pelas SHR, deixando evidente que ao bloquearmos o 
receptor AT1, tanto periféricos como centrais, o consumo de 
etanol das fêmeas da linhagem SHR diminui, ao ponto de se 
igualar ao consumo das SLA16. Podendo inferir assim, que a 
Ang II é importante e está intimamente envolvida com o consumo 
de etanol das fêmeas da linhagem SHR. Perante o exposto, 
nossos resultados contradizem alguns estudos, onde animais 
tratados perifericamente com o Ang II, em diferentes métodos, 
tem seu consumo de etanol reduzido significativamente (GRUPP 
et al., 1989, 1988; KULKOSKY et al, 1996). Por outro lado, outros 
estudos evidenciaram que ratos que receberam Ang II, 
centralmente, tiveram aumento no consumo de etanol (FITTS, 
1993; WEISINGER et al., 1999a, 1999b). Tendo em conta, que 
Maul et al. (2001) demonstraram a participação da Ang II central 
no controle de consumo de etanol via receptores AT1, sendo que 
para chegar a essa conclusão o estudo utilizou camundongos 
nocautes para receptores AT1 no teste de preferência. E em 
2005, Maul e colaboradores observaram que ao administrar em 
ratos, por via central, o fármaco Spirapril, um inibidor da ECA, o 
consumo de etanol era reduzido. Uma vez bloqueada a enzima 
conversora de angiotensina não há síntese de Ang II, logo não 
há Ang II para se ligar aos receptores AT1 e desencadear seus 
efeitos centrais, inclusive no consumo de etanol. De maneira 
importante, e que vem para corroborar nossos achados, a Ang II 
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não está associada somente como um agente pressor, mas está 
intimamente associada ao estresse, transtornos de humor, 
consolidação de memórias, regulação do fluxo sanguíneo 
cerebral e ao consumo de etanol (WRIGHT; HARDING, 2013). 
Assim, ficando evidente a participação do sistema renina-
angiotensina, através de Ang II, no consumo de líquidos, 
principalmente de etanol (para revisão ver GRUPP; PERLANSKI; 
STEWART, 1991).  
Uma sequência natural deste estudo seria agora investigar 
se o receptor AT1 estaria mais expresso nas fêmeas SHR do que 
nas fêmeas SLA16. Alguns dados preliminares, do nosso 
laboratório, sugerem que existe uma maior expressão de 
receptores AT1 no hipocampo e córtex frontal das fêmeas da 
linhagem SHR em relação às da linhagem SLA16. É de 
conhecimento, que o etanol ativa as vias mesolímbico-
mesocortical, que são vias dopaminérgicas que estão envolvidas 
intimamente com o sistema de recompensa do cérebro, do qual 
saem projeções para o córtex frontal e o hipocampo. Sabe-se, 
que os receptores AT1 se encontram amplamente expressos nas 
regiões cerebrais, principalmente em neurônios dopaminérgicos 
(VON BOHLEN & HALBACH; ALBRECHT, 2006), uma vez que a 
Ang II estimula a liberação de dopamina no cérebro (FUXE et al., 
1980 apud MAUL et al., 2001). Logo é possível inferir que o 
consumo elevado de etanol pelas fêmeas da linhagem SHR é 
devido a essa maior expressão de receptores AT1, no 
hipocampo e córtex frontal, sendo que uma maior expressão do 
receptor remete a uma maior quantidade de Ang II disponível 
para se ligar aos receptores. Martínez- Pinilla et al., (2015) 
reportou em seu estudo que os receptores AT1 estão 
intimamente associados com os receptores D2 de dopamina. Ao 
bloquear os receptores de dopamina em camundongos que 
super-expressam a angiotensina, (MAUL et al., 2001) evidenciou 
uma redução no consumo de etanol e assim inferiu a interação 
da Ang II com o sistema dopaminérgico. Sendo que os 
receptores D1 e D2 contribuem para a estimulação da via de 
recompensa (FISH et al., 2014), deixando mais um ponto 
evidente entre a relação sistema renina-angiotensina e o 
consumo de etanol. Em sua totalidade, estes resultados 
contribuem para a elucidação e compreensão do mecanismo de 
ação da Ang II na participação no consumo de etanol, portanto, 
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tornando possível o surgimento de novas ferramentas 
farmacológicas para o tratamento de etilistas. 
Uma comparação entre as linhagens avaliadas, no 
contexto de consumo de etanol, mostra que as fêmeas SLA16 
consomem significativamente menos etanol do que as fêmeas 
SHR. Assim podendo postular a hipótese que a diferença 
genética entre as fêmeas SLA16 e SHR, um efeito do locus 
diferencial, gera diferenças quanto ao consumo de etanol. 
Atualmente, já se tem conhecimento de inúmeros estudos que 
identificaram regiões genômicas que influenciam traços 
neurobiológicos nos cromossomos dos ratos e camundongos 
(para revisão ver MEDEIROS; CORRÊA; CORVINO, 2014). Para 
esta discussão evidenciaremos alguns QTL encontrados no 
cromossomo 4 do rato. Em relação ao etanol, Carr et al. (1998) 
em um dos seus estudos com a linhagem de ratos 
geneticamente selecionados para preferência de álcool (P e NP), 
reportou um QTL no cromossomo 4, próximo ao nosso QTL 
(Anxrr16) influenciando o consumo de etanol, que logo mais 
tarde foi corroborado por BICE et al. (1998). Porém, Vendruscolo 
et al. (2006) relatou em seu estudo que, ao utilizar fêmeas F3 
derivadas de um intercruzamento entre as linhagens SHR e 
LEW, o QTL Anxrr16 presente no cromossomo 4, afeta o 
consumo de etanol. Logo, Izídio et al., (2011) evidenciou um 
novo QTL no cromossomo 4, o qual afeta o consumo forçado de 
etanol (10%). Assim, podemos inferir que a região genômica 
diferencial pode conter diferentes gene (s) implicado (s) na 
regulação do consumo de etanol.  
Com base em uma busca no GenBank, na marca de 147,3 
Mpb (mil pares de bases) que compreende a região genômica 
diferencial entre os ratos da linhagem SLA16 e SHR, está 
localizado o gene PPARγ (peroxisome proliferator activated 
receptor gamma) que codifica para receptores ativados por 
proliferador de peroxissomos (FADANNI, 2016). Já se sabe que 
existem três isoformas de receptores nucleares, (alpha, delta e 
gamma), cada um sendo codificado por um gene diferente 
(BERGER; MOLLER, 2002). A isoforma gamma do receptor, 
codificada pelo gene PPARγ, contida na região diferencial, está 
entrelaçada a alguns processos fisiológicos, como liberação de 
vasopressina, metabolismo da glicose, regulação cardiovascular 
(hipertensão) e ao consumo de líquidos (MORENO; FARIOLI-
VECCHIOLI; CERÙ, 2004). De modo que os receptores PPARs 
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são também expressos no SNC, em particular o PPARγ é 
amplamente expresso em neurônios, astrócitos e oligodentrócitos 
(GOFFLOT et al., 2007). Um estudo sugeriu a expressão desse 
receptor em células dopaminérgicas, após observar, através de 
imunocoloração de neurônios na área tegmental ventral (VTA), 
uma co-localização entre PPARγ e células positivas para tirosina-
hidroxilase (SARRUF et al., 2009). Através de maior expressão 
ou atividade de receptores PPARγ nas fêmeas da SLA16, pode 
ter ocorrido uma atenuação/redução no consumo de etanol, 
fazendo com que elas não demonstrassem interesse em ingerir 
essa substância. Essa hipótese é fortalecida pela evidência de 
um grupo de pesquisadores Italianos que trataram ratos 
Marchigian Sardinian (msP), que são geneticamente 
selecionados para preferência de álcool, com um agonista 
PPARγ. A ativação desses receptores fez com que o consumo 
de etanol fosse atenuado/reduzido, bem como a recaída em 
busca do etanol, nestes animais (STOPPONI et al., 2011, 2013). 
O que pode ser visto também em camundongos machos, onde a 
ingesta de etanol é reduzida quando ativada as duas isoformas 
dos PPARs, alpha e gamma. Em estudos clínicos, os mesmos 
pesquisadores descobriram polimorfismos do gene PPARs em 
indivíduos etilistas, demonstrando uma associação com 
alcoolismo (YURI A. BLEDNOV et al, 2015). Do mesmo modo é 
interessante observar que a ativação do PPARγ modula a 
transmissão dopaminérgica pela via mesolímbica (DE 
GUGLIELMO et al., 2015), via essa que está relacionada com o 
sistema de recompensa (reforço positivo). Logo se há uma 
modulação desse sistema a concentração de dopamina é 
mantida normal, logo o consumo de etanol é atenuado. Em 
relação às fortes evidências teóricas aqui apresentadas e os 
resultados experimentais encontrados neste trabalho aguçam 
para o PPARγ como um gene candidato promissor para o estudo 
de mecanismos envolvidos que modulam o consumo de etanol.  
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7. CONCLUSÕES 
A primeira hipótese desse trabalho foi parcialmente 
confirmada. Em um dos dois testes de sensibilidade realizados, 
observamos uma diferença de sensibilidade, em diferentes doses 
de etanol, entre as fêmeas da linhagem SHR e SLA16. A 
linhagem SLA16 demonstrou ter maior sensibilidade 
comportamental aos efeitos do etanol do que à linhagem SHR.  
A segunda hipótese foi totalmente confirmada. As fêmeas 
da linhagem SHR consomem mais etanol do que as fêmeas da 
linhagem SLA16 e este alto consumo parece estar relacionado 
com os mecanismos que medeiam a pressão arterial, uma vez 
que as linhagens apresentam diferenças de pressão arterial.  
Em relação à terceira hipótese, realmente o tratamento 
com anti-hipertensivo reduziu o consumo de etanol. Porém, 
reduziu somente o consumo das fêmeas SHR e não modificou o 
consumo da linhagem SLA16. Este efeito somente evidenciado 
na linhagem SHR parece ser consequência do envolvimento do 
sistema renina-angiotensina. 
Desta forma concluímos que as ratas da linhagem SHR 
são um bom modelo para o estudo do consumo espontâneo de 
etanol e sugerimos que este consumo aumentado pode estar 
relacionado ao sistema renina angiotensina.   
Sugere-se que toda e qualquer diferença entre as 
linhagens possa ser decorrente do locus diferencial, o que reflete 
uma diferença farmacogenética entre as linhagens. Assim 
possibilitando também a pesquisa dos genes envolvidos com 
consumo de etanol para desenvolvimento de novas drogas com 
maior especificidade para a redução do consumo de etanol, no 
futuro. 
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